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Description Du sujet  
De recherche aborDé
Le neutrophile ou leucocyte polymor-
phonucléaire est la cellule blanche la 
plus abondante du sang. Ces cellules 
sont totalement différenciées et possè-
dent un temps de demi-vie très court 
(6-7 heures) si elles ne sont pas recru-
tées au site de l’inflammation. Les 
neutrophiles sont les premiers leuco-
cytes attirés au site inflammatoire où 
ils s’accumulent en grand nombre et 
exercent une variété de réponses cellu-
laires contre les micro-organismes et 
les particules étrangères. L’abondance 
des neutrophiles dans le sang ainsi que 
l’efficacité de leur recrutement et de 
leur action anti-microbienne en font la 
première ligne de défense du système 
immunitaire inné. 
En condition normale, la taille de cha-
que sous-population hématopoïétique, 
y compris celle des neutrophiles, est 
contrôlée par un équilibre continu 
entre d’une part, le renouvellement et 
la différenciation des cellules souches 
et d’autre part, la mort des cellules 
par apoptose, un processus physiolo-
gique de mort programmée cellulaire. 
Cependant, en condition de stress ou 
de granulopoïèse d’urgence, cet équi-
libre est rompu et la prolifération neu-
trophilique l’emporte sur l’apoptose 
qui peut par ailleurs être retardée jus-
qu’à parfois plus de 48 heures. 
Ces deux phénomènes parallèles et 
complémentaires sont dus principa-
lement à la production augmentée 
des cytokines GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) 
et G-CSF. Le GM-CSF et le G-CSF 
sont connus pour activer les facteurs 
de transcription STAT3 et STAT5 
(signal transducteur et activateur de 
transcription) dans les neutrophiles. 
Si le rôle négatif joué par STAT3 dans 
la granulopoïèse est bien connu (Lee 
et al., 2002), le rôle joué par STAT5 
reste encore flou. En effet, des études 
ont montré que la surexpression d’un 
dominant négatif pour STAT5 dans 
des cellules de la moelle inhibait la 
formation de colonies induites par le 
G-CSF (Ilaria et al., 1999) et d’autres 
que la quantité de neutrophiles était 
faible dans le sang de souris sauvages 
irradiées létalement et reconstituées 
avec des cellules de souris déficien-
tes pour STAT5 (Snow et al., 2002; 
Bunting et al., 2002), suggérant un 
rôle de régulateur positif de STAT5 
dans la granulopoïèse. Cependant, 
rien n’a réellement été démontré.
 C’est pourquoi nous avons décidé 
dans ce travail d’étudier globalement 
le rôle de STAT5 dans l’homéostasie 
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des neutrophiles. Ainsi, la première 
partie de ce travail étudiera le rôle 
joué par STAT5 dans un cas particulier 
d’adaptation inflammatoire induite par 
des expositions répétées à l’ozone.  La 
deuxième étude portera sur l’étude du 
rôle de STAT5 dans l’apoptose des 
neutrophiles chez le cheval poussif, 
un modèle animal d’asthme humain. 
Le troisième volet de ce travail étu-
diera le rôle de STAT5 dans l’apoptose 
des neutrophiles en utilisant comme 
outil la souris déficiente pour STAT5. 
Enfin, la dernière partie de ce tra-
vail concernera le rôle de STAT5 dans 
l’homéostasie du neutrophile en situa-
tion de repos et de stress en utilisant 
également la souris déficientes pour 
STAT5. 
résultats
Première étude : réduction de l’ac-
cumulation des granulocytes dans le 
poumon durant l’adaptation à l’ozone.
L’hypothèse était que les mécanismes 
menant à la survie augmentée des gra-
nulocytes au site inflammatoire étaient 
peut-être défectueux dans le processus 
d’adaptation à l’O
3. 
Des veaux ont été exposés répétiti-
vement à l’O
3
 et une mesure de la 
fonction pulmonaire, des échantillons 
sanguins ainsi qu’un BAL ont été 
réalisés sur chaque animal à diffé-
rents points du protocole. Les résultats 
montrent que l’inflammation pulmo-
naire induite par l’O
3
 n’est ni associée 
à une modification d’expression des 
membres prototypiques de la famille 
Bcl-2 ni à une augmentation de survie 
des cellules inflammatoires au site de 
l’inflammation.    
Deux questions: 1) le stress oxydatif 
exogène est-il capable d’induire direc-
tement l’apoptose des granulocytes ? 
et/ou 2) est-il capable de s’opposer 
aux effets de cytokines anti-apoptoti-
ques comme le GM-CSF ? Des gra-
nulocytes humains ont été cultivés 





 et/ou de GM-CSF. 




 provoque une 
diminution de la survie des granulo-
cytes de manière dose-dépendante et 
inhibe de plus, l’effet anti-apoptoti-
que du GM-CSF. L’étude du niveau 
d’expression de membres types de la 
famille Bcl-2 et des facteurs de trans-
cription impliqués dans leur expres-
sion montre que le stress oxydatif 
exogène induit l’apoptose des granu-
locytes en réprimant la transcription 
de Bcl-2 et Bcl-x
L
, même en présence 
de cytokines anti-apoptotiques.
Deuxième étude : augmentation de la 
survie des granulocytes pulmonaires 
dans un modèle animal d’asthme : 
évidence pour un rôle d’une voie de 
signalement passant par STAT5 et 
induite par le GM-CSF.
Deux questions : 1) Les granulocytes 
issus du BAL des chevaux atteints 
d’obstruction récurrente des voies res-
piratoires (ORVR)  présentent-ils une 
apoptose retardée par rapport à ceux 
isolés du BAL des chevaux sains et 2) 
STAT5 est-il impliqué dans l’apoptose 
des granulocytes dans ce modèle ani-
mal d’asthme.
L’analyse des résultats concernant 
l’apoptose des différentes populations 
de granulocytes  montrent que les gra-
nulocytes du BAL des chevaux mala-
des présentent une apoptose retardée 
par rapport aux granulocytes du sang 
des chevaux malades et sains ainsi 
que ceux du BAL des chevaux sains. 
L’ajout d’anticorps dirigés contre le 
récepteur au GM-CSF dans le milieu 
de culture des granulocytes isolés du 
BAL des chevaux malades induit une 
augmentation de l’apoptose de ces 
cellules après 48h. De plus, l’ajout 
de GM-CSF dans le milieu de culture 
de ces cellules ne permet pas d’in-
duire une augmentation de survie sup-
plémentaire chez les granulocytes du 
BAL des chevaux malades alors que 
ce traitement induit une augmentation 
significative de la survie dans les gra-
nulocytes du sang des chevaux sains et 
malades suggérant que les granulocy-
tes présents au site de l’inflammation 
sont activés de façon maximale par le 
GM-CSF. 
Le GM-CSF induisant l’activation de 
STAT5 dans les granulocytes humains, 
nous avons étudié son niveau d’activa-
tion dans les granulocytes du BAL 
de chevaux malades et du sang de 
chevaux sains et malades. Le niveau 
d’activité de STAT5 est faible dans 
les granulocytes du sang des chevaux 
sains et malades alors que celui-ci est 
très élevé dans les granulocytes isolés 
du BAL des chevaux malades. L’ajout 
d’anticorps dirigés contre le récepteur 
au GM-CSF provoque une réduction 
de l’activité de STAT5 dans les granu-
locytes du BAL des chevaux malades.
Ces résultats montrent que la survie 
des granulocytes est augmentée dans 
les poumons des chevaux atteints 
d’ORVR et suggèrent un rôle impor-
tant de STAT5 activé par le GM-CSF 
dans ce délai de l’apoptose.
Troisième étude : Etude du rôle de 
STAT5 dans le délai de l’apoptose des 
neutrophiles lors d’une inflammation.
Dans cette étude, des souris sauvages 
et des souris déficientes pour STAT5 
ont été nébulisées avec du LPS pen-
dant 2 heures et un BAL a été réalisé 
avant ainsi qu’un et deux jours après 
la nébulisation. Les résultats montrent 
une augmentation significative du 
nombre de neutrophiles dans le BAL 
des 2 types de souris. Néanmoins, le 
nombre de neutrophiles est plus élevé 
dans le BAL des souris déficientes. 
Une des hypothèses possible de cette 
différence pourrait être une augmen-
tation de la survie de ces cellules chez 
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les souris déficientes. Cependant, 
l’étude du degré d’apoptose des neu-
trophiles pendant ce protocole montre 
que le taux d’apoptose des neutrophi-
les dans les souris déficientes  est, 
contrairement à ce que l’on pouvait 
penser, supérieur à celui observé chez 
les souris sauvages. 
Cette étude démontre donc le rôle 
indispensable de STAT5 dans le délai 
de l’apoptose des neutrophiles.
Quatrième étude : Etude de l’implica-
tion de STAT5 dans l’homéostasie du 
neutrophile.
Des études ont montré que, bien que 
STAT5 favorise la survie des cellules 
progénitrices hématopoïétiques, les 
souris déficientes en STAT5 dévelop-
pent une neutrophilie. De même, dans 
l’étude précédente, nous avons montré 
que les souris déficientes en STAT5 
développaient une inflammation plus 
importante que les souris sauvages 
alors que le taux d’apoptose de leurs 
neutrophiles était quant à lui supérieur 
à celui des neutrophiles des souris sau-
vages. Dans cette étude, nous avons 
donc voulu élucider ces phénomènes 
contradictoires en étudiant le rôle de 
STAT5 dans l’homéostasie des neutro-
philes. Cette étude nous a permis de 
montrer que les cellules endothéliales 
du foie (CEF) des souris déficientes 
en STAT5 sécrétaient de façon auto-
nome de grandes quantités de G-CSF 
permettant aux progéniteurs de cellu-
les myéloïdes de compenser leur man-
que de réponse à ce facteur de survie. 
Cependant, quand on injecte des cyto-
kines pro-inflammatoires, les souris 
mutantes ne peuvent pas augmenter 
plus leur production de neutrophiles 
et sont alors incapables de maintenir 
l’homéostasie neutrophilique. Dans les 
souris sauvages, la stimulation inflam-
matoire induit une dégradation rapide 
de STAT5 dans les CEF, la production 
de G-CSF par les CEF et d’autres types 
cellulaires et donc la mobilisation et 
l’expansion soutenues de neutrophiles 
à la survie augmentée. Cette étude 
démontre que STAT5 est un facteur 
ambivalent. Ainsi, dans les cellules 
de la lignée granulocytaire, il exerce 
une fonction anti-apoptotique indis-
pensable au maintien de l’homéostasie 
neutrophilique, spécialement pendant 
la réponse inflammatoire. Dans les 
CEF, STAT5 régule négativement la 
granulopoïèse en réprimant l’expres-
sion du G-CSF. Nous montrons que 
l’enlèvement de ce frein imposé par 




Des études réalisées, il ressort que 
le facteur transcriptionnel STAT5 
possède un rôle très important dans 
l’homéostasie du neutrophile. En 
effet, nous avons démontré que pre-
mièrement, il était essentiel pour le 
délai de l’apoptose de ces cellules. 
Deuxièmement, nous montrons que ce 
facteur joue un rôle ambivalent dans 
la granulopoïèse. En effet, au niveau 
des granulocytes, il joue un rôle dans 
la prolifération puisque les cellules 
progénitrices des souris déficientes en 
STAT5 prolifèrent moins en réponse 
au G-CSF que les cellules issues des 
souris sauvages ; ces cellules proli-
fèrent quand-même suggérant que 
STAT5 n’est cependant pas indispen-
sable pour la prolifération des cellules 
granulocytaires ; nous montrons éga-
lement de plus qu’il n’est pas requis 
pour la différenciation granulocytaire 
puisque les souris déficientes produi-
sent des granulocytes fonctionnelles. 
Enfin, nous démontrons qu’au niveau 
des CEF, il joue un rôle de régulateur 
négatif de la granulopoïèse en répri-
mant la production de G-CSF par ces 
cellules. Nous montrons que l’enlève-
ment de ce frein imposé par STAT5 
contribue à l’induction de la granulo-
poïèse d’urgence.
L’apoptose est un mécanisme souvent 
impliqué dans les maladies inflamma-
toires telles que la fibrose cystique, la 
fibrose idiopathique, la pneumonie, 
les cancers du poumon associés à une 
neutrophilie ou encore la dermatite 
atopique. L’ensemble de ce travail 
nous permet de penser qu’un ciblage 
spécifique de STAT5 dans les neu-
trophiles chez les patients atteints de 
ces maladies pourrait constituer une 
source de thérapie potentielle. De 
même, une thérapie génique visant 
à induire spécif iquement STAT5 
dans les CEF pourrait contribuer à 
la résolution de l’inflammation dans 
ces maladies. Cette étude montre que 
cette inhibition et/ou cette induction 
devrait être absolument spécifique 
puisque STAT5 joue des rôles diamé-
tralement opposés dans les deux types 
cellulaires.
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